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(54) Bezeichnung: Imidazolide von Polysaccharid Aldonséauren, Verfahren zu ihrer Herstellung und Verwendung zur
Kopplung an pharmazeutische Wirkstoffe

(57) Zusammenfassung: Bei der Kopplung von Polysac-
charid-Derivaten wie z. B. Hydroxyethylstarke (HES) an
pharmazeutische Wirkstoffe treten Nachteile in Form von
unerwiinschten Nebenreaktionen auf.

Die Erfindung beschreibt neue Polysaccharid-Aldonsdu-
re-Imidazolide, ihre Synthese sowie ihre Verwendung zur
Kopplung an pharmazeutische Wirkstoffe ohne die oben
beschriebenen Nachteile.
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Beschreibung

[0001] Die Konjugation von pharmazeutischen
Wirkstoffen insbesondere von Proteinen mit Polye-
thylenglycol-Derivaten ("PEGylierung") oder Poly-
sacchariden wie Dextrane oder insbesondere Hydro-
xyethylstarke ("HESylierung") hat in den letzten Jah-
ren an Bedeutung gewonnen mit der Zunahme an
pharmazeutischen Proteinen aus 'der biotechnologi-
schen Forschung.

[0002] Oft haben solche Proteine eine zu kurze bio-
logische Halbwertszeit, welche durch Kopplung an
die oben angefuhrten Polymeren-Verbindungen wie
PEG oder HES gezielt verlangert werden kann.
Durch die Kopplung k&dnnen aber auch die antigenen
Eigenschaften von Proteinen positiv beeinflusst wer-
den. Im Falle von anderen pharmazeutischen Wirk-
stoffen kann durch die Kopplung die Wasserl&slich-
keit erheblich vergréfiert werden.

[0003] HES ist das hydroxethylierte Derivat des in
Wachsmaisstarke zu Gber 95 % vorkommenden Glu-
cosepolymers Amylopektin. Amylopektin besteht aus
Glucoseeinheiten, die in a-1,4-glykosidischen Bin-
dungen vorliegen und o-1,6-glykosidische Verzwei-
gungen aufweisen. HES weist vorteilhafte rheologi-
sche Eigenschaften auf und wird zur Zeit als Volu-
menersatzmittel und zur Hamodilutionstherapie kli-
nisch eingesetzt (Sommermeyer et al., Krankenhaus-
pharmazie, Vol. 8 (8, 1987) Seite 271 — 278 und
Weidler et. al., Arzneimittelforschung/Drug Res., 41,
(1991) Seite 494 — 498).

[0004] HES wird im wesentlichen Uber das ge-
wichtsgemittelte mittlere Molekulargewicht Mw , das
Zahlenmittel des mittleren Molekulargewichts Mn, die
Molekulargewichtsverteilung und den Substitutions-
grad gekennzeichnet. Die Substitution mit Hydroxye-
thylgruppen in Atherbindung ist dabei an den Kohlen-
stoffatomen 2, 3 und 6 der Anhydroglucoseeinheiten
mdglich. Der Substitutionsgrad kann dabei als DS
("degree of substitution"), welcher auf den Anteil der
substituierten Glucosemolekile aller Glucoseeinhei-
ten Bezug nimmt, oder als MS ("molar substituition")
beschrieben werden, womit die mittlere Anzahl von
Hydroxyethylgruppen pro Glucoseeinheit bezeichnet
wird.

[0005] In DE 196 28 705 und DE 101 29 369 werden
Verfahren beschrieben, wie die Kopplung mit Hydro-
xyethylstarke in wasserfreiem Dimethylsulfoxid (DM-
SO) uber das entsprechende Aldonsaurelacton der
Hydroxyethylstarke durchgefihrt werden kann mit
freien Aminogruppen von Hamoglobin bzw. Ampho-
tericin B.

[0006] Da in wasserfreien, aprotischen L&sungsmit-
teln gerade im Falle der Proteine oft nicht gearbeitet
werden kann, entweder aus Loslichkeitsgrinden
aber auch Grinden der Denaturierung der Proteine,
stehen auch Kopplungsverfahren mit HES im was-
serhaltigen Milieu zur Verfugung. Z.B. gelingt die
Kopplung der am reduzierenden Kettenende selektiv
zur Aldonsaure oxidierten Hydroxyethylstarke durch
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Vermittlung von wasserldslichem Carbodiimid EDC
(1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid)
(PCT/EP 02/02928). Sehr oft jedoch ist der Einsatz
von Carbodiimiden mit Nachteilen behaftet, da Car-
bodiimide sehr haufig inter- oder intramolekulare Ver-
netzungsreaktionen der Proteine verursachen als
Nebenreaktionen.

[0007] Im Falle von phosphatgruppenhaltigen Ver-
bindungen wie Nukleinsduren gelingt die Kopplung
oft gar nicht, da die Phosphatgruppen mit EDC eben-
falls reagieren kdnnen (S.S. Wong, Chemistry of Pro-
tein Conjugation and Cross-Linking, CRC-Press,
Boca Raton, London, New York, Washington D.C.,
1993, Seite 199) .

[0008] Es bestand daher die Aufgabe, solche akti-
vierten Derivate von Hydroxyethylstarke oder ande-
ren Polysacchariden zu finden, die in rein wassrigen
Systemen oder auch in Losungsmittelgemischen mit
Wasser die Kopplung an Proteine oder andere Wirk-
stoffe gezielt ermdglichen, ohne die oben beschrie-
benen Nachteile aufzuweisen.

[0009] Es wurde nun Uberraschender Weise gefun-
den, dass aus den am reduzierenden Kettenende se-
lektiv zu den Aldonsduren oxidierten Hydroxyethyl-
stirken sowie anderen Polysacchariden wie z.B.
Wachsmaisstarke-Abbaufraktionen in trockenem
aprotischem Losungsmittel wie Dimethylacetamid
(DMA) oder Dimethylformamid (DMF) mit N-Hetero-
zyklen die entsprechenden Azolide (Amide) herge-
stellt werden konnten. Solche Azolide kbnnen als ak-
tivierte Sauren aufgefasst werden (H.A. Stab., An-
gew. Chemie 74 (1962) 12, Seite 407 ff.). Sie setzen
sich im wassrigen Milieu mit nukleophilen HN,-Grup-
pen zu (stabileren) Amiden um. Als Nebenreaktion
tritt eine Verseifung mit Wasser auf zur freien Saure
und zu dem freien N-Heterozyklus. Besonders be-
kannt flr diese Reaktion ist N-Acetyl-Imidazol, wel-
ches bekanntlich als mildes Acylierungsmittel einge-
setzt wird.

[0010] Die Umsetzung der HES-Aldonsauren ge-
lingt z.B. in trockenem DMA unter Wasserausschluf3
mit N'N-Carbonyldiimidazol (CDI) in glatter Reaktion
bei Raumtemperatur zum HES-Saure-Imidazolid,
CO, und Imidazol. Dabei ist insbesondere Uberra-
schend, dass keine Nebenreaktion der HES-Molek(-
le eintritt Gber die Reaktion der im Extremuberschuf}
vorliegenden OH-Gruppen der Anhydroglucosen mit
Carbonyldiimidazol und ebenfalls keine unselektive
Aktivierung von OH-Gruppen als Nebenreaktion.
[0011] Die HES-Imidazolide kbénnen aus der Lésung
in DMA durch trockenes Ethanol oder Aceton gefallt
werden und durch mehrfaches Umfallen von Imidazol
befreit werden. Solche HES-Saure-Imidazolide kén-
nen dann vorteilhafter Weise in Substanz isoliert zur
HESylierung verwendet werden. Dabei treten dann
keine Nebenreaktionen wie oben beschrieben mit
EDC aktivierter HES-Saure auf. Bei der Aktivierung
von HES-Saure mit EDC treten auch unerwiinschte
Umlagerungen des primar gebildeten 0-Acyl-Isoharn-
stoff-Derivates zum N-Acyl-Harnstoff-Derivat auf,
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welches sich nur schwer vom gewlinschten Reakti-
onsprodukt abtrennen lasst. Solche Umlagerungen
sind bei die Imidazoliden nicht bekannt, was ein wei-
terer Vorteil der Erfindung darstellt. Alternativ kbnnen
aber auch die Imidazolide der Hydroxyethylstarke
oder Starke-Abbau-Aldonsauren unmittelbar nach
der Herstellung im aprotischen Losungsmittel als HE-
Sylierungsmittel verwendet werden wenn das aproti-
sche Losungsmittel genligend mit Wasser mischbar
ist und der Reaktionspartner geldst bleibt. Im Falle
von Dimethylsulfoxid oder Dimethylacetamid oder Di-
methylformamid ist dies oft gegeben. Der Anteil des
freien Imidazols aus der Synthese mit CDI stort dabei
in der Regel nicht.

[0012] Geeignete N-Heterozyklen zur Hersfellung
der HES oder Starke Aldonsaure-Imidazolide sind in
der Literatur aufgefuhrt (H.A. Stab., Angew. Chemie
74 (1962) 12, Seite 407 ff.). Besonders bevorzugt ist
dabei das Imidazol.

[0013] Als Aldonsaure-Komponente kénnen geeig-
nete Hydroxyethylstdrke-Fraktionen, die selektiv am
reduzierenden Kettenende zur entsprechenden Al-
donsaure gemall dem Stand der Technik oxidiert
worden sind, eingesetzt werden aber auch andere
Starkederivate wie z.B. Hydroxypropylstérke. Eben-
falls kommen infrage die in der deutschen Patentan-
meldung 102 17 994 beschriebenen hyperverzweig-
ten Starkefraktionen.

Ausfuhrungsbeispiel
Beispiel 1
Herstellung von HES 10/0,4-Saure Imidazolid

[0014] 5 g getrocknete, am terminalen reduzieren-
den Kettenende selektiv nach DE 196 28 705 Litera-
turangaben oxidierte Hydroxyethylstarke mit einem
mittleren Molekulargewicht Mw = 10.000 und einem
Substitutionsgrad MS = 0,4 Aldonsaure werden in 30
ml trockenem Dimethylacetamid bei 40°C geldst und
nach Abkuhlen mit &quimolaren Mengen N'N-Carbo-
nyldiimidazol unter Feuchtigkeitsausschlul} versetzt.
Danach wird 24 Stunden bei Raumtemperatur ge-
rahrt und das Reaktionsprodukt wird anschliefiend
mit trockenem Aceton gefallt und zur Reinigung
mehrfach umgefalit.

Beispiel 2

Herstellung von Hes 10/0,4-Saure gekoppeltem My-
oglobin

[0015] 15 mg Myoglobin werden in 20 ml destillier-
tem Wasser geldst und der pH-Wert mit Natronlauge
auf 7,5 eingestellt. Zu der L6sung werden 1,25 g HES
10/0,4-Imidazolid, hergestellt nach Beispiel 1, geltst
in 10 ml Dimethylacetamid, tGber 1 Stunde portions-
weise zugegeben und der pH-Wert bei 7,5 konstant
gehalten durch Zugabe von Natronlauge.
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[0016] Der Ansatz wird Gber Nacht riihren gelassen.
[0017] Die Bildung von hesyliertem Myoglobin wird
Uber Gel-Permeationschromatographie mit einer
Ausbeute von 80%, bezogen auf das eingesetzt My-
oglobin, bestimmt.

Patentanspriiche

1. Aldonsaure-Imidazolide von selektiv am redu-
zierenden Kettenende oxidierten Starkefraktionen
oder Starkefraktions-Derivaten.

2. Imidazolide gemal} Anspruch 1, wobei die
Starkefraktionen Abbaufraktionen des Amylopektins
sind.

3. Imidazolide gemafl} Anspruch 2, wobei die Ab-
baufraktionen des Amylopektins durch Saureabbau
und/oder Abbau durch a-Amylase von Wachsmais-
starke gewonnen werden.

4. Imidazolide gemall Anspruch 3, wobei die
Starkefraktionen ein mittleres Molekulargewicht Mw
von 2.000 - 50.000 Dalton aufweisen und eine mittle-
re Verzweigung von 5 — 15 mol% o-1,6-glykosidi-
schen Bindungen.

5. Imidazolide gemal Anspruch 1, wobei die
Starkefraktions-Derivate Hydroxyethyl-Derivate von
Abbaufraktionen der Wachsmaisstéarke sind.

6. Imidazolide gemafl Anspruch 5, wobei das
mittlere Molekulargewicht Mw der Hydroxyethylstar-
ke-Fraktionen im Bereich von 2 — 300.000 Dalton liegt
und der Substitionsgrad MS zwischen 0,1 und 0,8
liegt sowie das C2/C6-Verhaltnis der Substituenten
an den Kohlenstoffatomen C2 und C6 der Anhydro-
glucosen zwischen 2 und 15 liegt.

7. Verfahren zur Herstellung von Imidazoliden
gemaly Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass
die wasserfreien Aldonsauren bzw. Aldonsdure-Lak-
tone in wasserfreiem, aprotischem Lésungsmittel wie
Dimethylsulfoxid (DMSQO), N-Methyl-pyrrolidon, Di-
methylacetamid (DMF) oder Dimethylformamid
(DMA) geldst werden, gegebenenfalls unter Warme,
dem Ansatz N'N-dicarbonylimidazol zugegeben wird
im molaren Verhaltnis 1:1 zur Aldonsaure und bei 10
—40°C zwischen 30 Minuten und 24 Stunden umge-
setzt wird.

8. Verfahren zur Herstellung von mit Polysaccha-
riden oder Polysaccharid-Derivaten an freien Ami-
no-Funktionen gekoppelten pharmazeutischen Wirk-
stoffen dadurch gekennzeichnet, dass Imidazolide
der am reduzierenden Kettenende selektiv zur Aldon-
saure oxidierten Polysaccharide bzw. Polysaccha-
rid-Derivate damit umgesetzt werden unter Ausbil-
dung von stabilen Amidbindungen.
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9. Verfahren nach Anspruch 8 dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Polysaccharide Abbaufraktionen
der Wachsmaisstarke sind und ihre Hydroxyethylde-
rivate.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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